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Synopsis: Cytokine is a class of substances that deˆned as small proteins or biological factors
(in the range of 520 kD) that are released by cells and have speciˆc eŠects on cell-cell interaction,
communication and behaviour of other cells (this deˆnition quoted from online medical dictionary
http://cancerweb. ncl.ac.uk/cgi-bin/omd?cytokine). In this paper we investigate productivities of
the four cytokines gamma-interferon: IFN-g, and three interleukins: IL2, IL4, and IL10, by T
cells and immunological activities of those cytokines. The productivity changes of those cytokines
for having spores of Bacillus subtilis var. natto are measured by using the ELISA method (En-
zyme-Linked Immuno-Sorbant Assay). The eŠect having spores of Bacillus subtilis var. natto is
tested for two groups of people, namely, healthy people and pollinosis patients. Original quantities
measured are not good feature so that the treated quantities, variation rate of produced amounts
which calculated on the assumption where total amount of produced cytokines are normalized into
unity. The treated quantities yield the classiˆcation criterion into two or three groups.
Key Words: cytokine, gamma interferon, interleukin, IL2, IL4, IL10, ELISA method, Bacil-
lus subtilis var natto
. 序
サイトカインは，現在，150種類以上が知られている高等生物の生理活性物質である。代表
的でよく知られたサイトカイン，インターフェロンの仲間は，ガン治療などに利用される実用
的にも重要な生理活性物質である。しかし，個々のサイトカインの生理的な作用機序は，複雑
で，サイトカイン同士が互いに影響（機能的多様性や機能的重複性[1]）したり，もうひとつ
の重要な生理活性物質群であるホルモンの影響，神経伝達物質の影響[2]など外部要因との相
互作用も極めて多岐に渡る。これら，サイトカインの働きの複雑さは，一般に，機能的多様性
や補完性という 2 つの性質に論理的に帰着できる。本研究では，サイトカインを複雑系とし
て捉えて，数学的にどのような取扱いが可能かを議論し，実際のデータ処理に関して，同様に
多変量を扱う相補 DNA チップのデータ解析技術への利用が可能かを考える。また，歯周病患
者と健常者のサイトカイン産生能データ及び花粉症患者の末梢血液中のサイトカイン分泌量
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データの処理に関して，適切な数学的な取扱方法を探った。更に，花粉症患者のサイトカイン
分泌量について，少なくとも 2 つのパターンで臨床症状改善が見られたことを報告する。一
方は，従来想定されていた Th1/Th2 比率の増大を伴わないパターンで改善されたことが判っ
た。
サイトカインを測定する一般的な方法は，抹消血液中のサイトカイン量を，ELISA (En-
zyme-Linked Immuno-Sorbant Assay）法を用いて直接的に濃度測定する方法[3]と採取した血
液サンプルから白血球を分離培養して特定のサイトカインの産生を誘発して分泌量を測定する
産生能を測定する方法[4]が主である。前者は直接的に蛍光ラベルされた抗体を用いて濃度を
測定するため生体内のサイトカインの状態を反映すると考えられている。サイトカインの本質
である必要な場面で様々な細胞から分泌されるという特性を考慮すると，血液中に存在するサ
イトカインは血液採取された時点での個体内のサイトカイン分泌をマクロに眺めたものに過ぎ
ないと考えられる。一方，後者のサイトカイン産生能を測定する手法は，サイトカイン分泌の
主たる担い手である白血球を分離して測定している点で，個体の能力を測定しているというこ
とになる。従って，臨床的には，感染性疾患に対する抵抗性や傷病に対して適応する能力を反
映していると想定されるので，前者よりも重要と考えられる。
末梢血液中のサイトカイン分泌量の測定データの特徴
a. ELISA 法による測定のため，蛍光ラベルによる間接測定である。
b. 採血時点での個体の状態を表している。例えば，Th1/Th2 比率のようなパラメータによ
って採血時点での個体の状態を反映していると想定されている。
c. 採血部位近傍に傷病があると傷病の影響を受けている局所的なデータを含む可能性がある。
d. ごく微量のサイトカインや限局的なサイトカインの測定には適さない。
サイトカイン産生能の測定データの特徴
e. 測定前に白血球の抽出と培養という増幅過程を伴うため，測定誤差も増幅されている可能
性がある。
f. サイトカインの種類別に誘導して，蛍光ラベルや放射性同位元素ラベルを用いて測定され
るため，測定データそのままではサイトカイン同士の関係がはっきりしない。
g. 微量のサイトカインや限局的なサイトカインも測定可能である。
h. Th1/Th2 比率のようなパラメータを利用する場合は，同時誘導で測定するなどの工夫を
必要とする。
以上のようにまとめてみると，後者のサイトカイン産生能の測定データは，近年発達した遺
伝子チップによる細胞内発現 mRNA 量の測定データと類似していると思われる[5]。特に，
遺伝子チップはチップ上のプローブと個々に独立にハイブリダイズする蛍光ラベル等で標識さ
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れた cDNA 量を測定するため，多数のサンプル細胞から mRNA を抽出して PCR (Poly-
merase Chain Reaction）などで分子数を増幅している点が上記の e）項と類似している。遺伝
子チップの場合，細胞内で常時誘導されているアクチンなどの mRNA などの遺伝子をコント
ロールとして同一検出チップ上に確率的に配置して，相対的な発現 mRNA 量を個々の独立し
た実験結果の相関として類推する試みが為されている[6]。また，細胞内で発現される mRNA
量を一定と仮定して，総量を 1 とした相対値で各 mRNA 発現量を表すと生理的な現象とよく
符合する。サイトカインについては，遺伝子発現と異なり，基準となるサイトカインは明白で
ない。従って，Th1/Th2 比率のような伝統的に炎症症状と符合するパラメータがよく用いら
れている。このサイトカイン量の個々のデータの比較検討のために，遺伝子チップ実験データ
と同様に，細胞から分泌されるサイトカイン総量や測定サンプル中のサイトカイン存在総量を
1 と仮定して，計算すれば，サイトカインの構成を大まかに知り得ると考えられる。但し，遺
伝子チップ実験のデータと異なり，基準となるサイトカインの種類がはっきりしないので，実
験間のサイトカイン総量の変化を探ることは不可能と推測される。
. 納豆菌芽胞の摂食効果試験
納豆菌芽胞の摂食前と後で，臨床症状とサイトカインの分泌の様子を調べる 2 つの試験を
行った。一つは複数のサイトカイン産生能を調べたもので，被験者は健常者と歯周病罹患者，
各 1 名づつである。もう一つは，花粉症患者 6 名の末梢血液を採取して，血清を分離し，サ
イトカインの蛍光抗体を混合後に高速液体クロマトグラフィーを用いて非結合の蛍光抗体を分
離して，各結合抗体の蛍光総量を測定計算した。
図 1 はサイトカイン産生能の蛍光強度，放射線強度の測定データを各サイトカインについ
て示したものである。破線は摂食前を，実線は摂食後を，患者 1，2 は健常者を，患者 3，4
は有病者をそれぞれ示す。図 2 は，図 1 のデータから変化量を算出した結果を示す。破線は
実験値そのままで変化量を算定した場合で，実線はサイトカイン総量を 1 として相対値で変
化量を求めた結果を示す。
図 3～6 は，花粉症患者 6 人の末梢血液中のサイトカイン量を測定したデータを示す。図 3
は摂食前，図 4 は摂食後の各サイトカインの分泌量を患者毎に示す。図 5 は実験値から算定
された変化量を示し，図 6 はサイトカイン分泌総量を 1 と見なして算定した変化量を示した。
図 2 については，健常者と有病者を比較すると，抗炎症性のサイトカイン[7]と細胞新生に
関わるサイトカイン[8]が健常者に少なく，炎症性のサイトカイン[9]が有病者に少ないとい
う特性が図 1 でははっきりしないが，図 2 では明確になっている。臨床的には，出血の改
善，腫脹の低減など顕著な改善が有病者に見られ，健常者には特に大きな変化がなかったこと
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図 摂食前後のサイトカイン産生能
図 摂食前後のサイトカイン産生能の変化率
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とよく符合している。
図 3 と図 4 を比較すると，二つのパターンが存在するように見受けられる。図 4 の患者 1，
3，4 と患者 2，5，6 が IL2 の分泌量の変化が異なるものとして分離され，前者は Th1/Th2
比率の増加がない例であり，後者が Th1/Th2 比率の増加が見受けられることと符合している
ように考えられる。そこで，図 5，6 に示たように変化率で表現するとはっきりと二つのパ
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図 花粉症患者 6 例の摂食前のサイトカイン分泌量
（図 3～6 の横軸は，1IFNg, 2IL2, 3IL4, 4IL10を示す。）
図 花粉症患者 6 例の摂食後のサイトカイン分泌量
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ターンが理解できるように思われる。Th1/Th2 比率自体を算定する方法[10]から，対応する
二つのグループに分けられることは当然と考えられる。ただ，臨床症状は全例著効で改善して
いることが本データからは説明できない。
図 2 のデータ，及び，図 5 と図 6 のデータをそれぞれ比較すると，サイトカイン総量を 1
と見なして計算した結果は，ともにベースラインに近づくが大きくプロファイルは変化してい
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図 花粉症患者のサイトカイン分泌量の変化率
図 分泌量総量を 1 とした相対値で表現した花粉症患者のサイトカイン分泌量の変化率
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ない。今後，より多くの異なる実験データ間での詳細な検証が必要とされるが，本方法によっ
て，従来比較の困難であったサイトカイン産生能やサイトカイン分泌量の測定データを，総量
を 1 とした相対値の変化量を算定することで比較検討できるものと推測される。
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表 サイトカイン分泌量の変化率の相関値
患者 1 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 0.130435 1
IL4 0.06524 0.782465 1
IL10 －0.08348 －0.90162 －0.96525 1
患者 2 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 －0.97381 1
IL4 －0.97271 0.767369 1
IL10 0.93111 －0.69143 －0.9884 1
患者 3 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 0.995516 1
IL4 0.817047 0.767369 1
IL10 －0.74336 －0.69143 －0.9884 1
患者 4 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 －0.375 1
IL4 0.162478 －0.03704 1
IL10 －0.46154 0.113821 －0.59886 1
患者 5 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 －0.99837 1
IL4 －0.99276 0.997801 1
IL10 0.957299 －0.97123 －0.98457 1
患者 6 IFNg IL2 IL4 IL10
IFNg 1
IL2 －0.82235 1
IL4 －0.97878 0.910794 1
IL10 0.332655 －0.59023 －0.40364 1
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. 効果測定の為のデータ処理
臨床的に花粉症が全例で改善した理由をより明らかにするため，図 6 の結果を詳細に検討
した。Th1/Th2 比率との相関ははっきりしているが，IL4，IL10 の発現については，系列
4 を除いて類似しているように見受けられる。そこで，より相関をはっきりさせるため，数値
相関と名付けた関数を次のように定義してデータ間の相関を調べた。
つの測定値の数値的相関
2 つの量x と y に対して数値相関 C(x, y)を次のように定義する。
C(x, y)＝
(x＋y)2－(x2＋y2)
(x2＋y2)
＝
(x＋y)2
x2＋y2
－1
この数値相関 C(x, y)は x＝y の時最大値 1 を取り，x＝－y の時に最小値－1 を取る。数値相
関は有界である，即ち－1C(x, y)1 となっている。|x/y|≪1 或いは|y/x|≪1 の時は数値
相関の値は 0 に近い。この数値相関 C(x, y)で得られた値を x と y の相関値と呼ぶことにする。
図 6 に用いたデータで，相関値を求めた結果を表 1 に示す。表 1 の系列番号は，図 6 のも
のに対応する。表 1 では，相関値が正の値を白色に，負の値を灰色で囲って示した。相関値
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が 1 の時は 2 つのサイトカイン分泌量の変化率が同じ方向に同じ程度変化していることを意
味する。相関値が－1 の時は 2 つのサイトカイン分泌量の変化率が反対の方向に同じ程度変化
していることを意味する。そして。相関値が 0 に近い時は一方のサイトカイン分泌量の変化
が殆ど無く，他方のサイトカイン分泌量の変化があること意味する。
この数値処理の結果，従来の Th1/Th2 比率の増加が見られて症状が改善した患者 2，5，6
のグループは，IL2 と IL4 の 2 つと，IFNg と IL10の 2 つの間の相関値が全く同じ場所で
現象を示し，患者 1，3，4 のグループにはその規則性はなく，IL10と他のサイトカインとの
相関値が特徴的に変化しているように見受けられる。図 6 で系列 4 のみが特殊に見受けられ
たが，Th1/Th2 増加率の有無に対応して，臨床症状が改善した例は，（IL2，IL4）ペアと
（IFNg と IL10）ペアの相関値が改善して，Th1/Th2 比率の増加が見受けられるグループと
IL10 にのみ相関値の変化が特徴的に見受けられて，Th2 比率の増加が見受けられないグルー
プの二つがあると理解できる。臨床的には，炎症性のサイトカインの相対的な振る舞いのみで
全ての臨床症状が改善したとも考えられるのが後者であり，その場合，従来花粉症の症状改善
で常識的に想定されていたT h1/Th2 比率の増加は不要であることが理解できる。
. 考 察
花粉症について全例に顕著な症状の改善が見受けられたことから，Th1/Th2 比率で単純に
花粉症の改善は説明できていないことが解った。代わりに，相関値を計算することで，Th1/
Th2 比率の増加を伴わない改善のパターンが患者 1，3，4 に示された。この 3 例のデータを
さらに詳しく調べると，患者 1 は図 3，4 より IFNg の分泌量が小さく患者 4 と似ている結果
になったとも考えられ，患者 3 は患者 1，4 の間に入るような変化であるかも知れない。相関
値のパターンとしては，負に触れた値に着眼して患者 1，4 が類似し，患者 3 が別のようにも
考えられるが，本実験では 6 例のデータのみのため，より広汎なデータを収集しなければは
っきりはしないと思われる。
サイトカイン産生能の測定の実験結果においては，今後，多くの実験を積んだとしても測定
されたサイトカイン総量を 1 と見なして，変化率に着眼して分類することにより，サイトカ
イン産生の特性を記述できると考えられる。
今後，マウスなどの動物実験でより詳細な実験結果を収集分析することで，さらに，内部的
な変化の仕組みを類推することが可能ではないかと考えられる。サイトカインにはレセプター
の類似性や白血球が複数種類のサイトカインを分泌するなど互いに密接に関係することから，
数学的には，相関パターンをさらに発展させたウェーブレット解析やパターン変化のみに着眼
してセルオートマトンでの記述などを試みる価値があるのではないかと考えている[11，12]。
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